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The phagocytic activity of human monocytes and granulocytes is measured 
with spherical hydrophilic polymer particles 0,05-3.0 \m in diameter which 
show low nonspecific adsorption zq cell surfaces and are stainable with 
routine microscopic stains, including fluorescent stains. A monomer mixture 
(5g) containing 77.8% 2-hydrcxyethylme-hacrylate r 0.1% 
thylenedimethacrylate, 

methylenebisacrylanide, 0.1% poly [N- (2»hydroxypropyl )ir.ethacryl amide] 
weight 70 kilodaltonsi , and 20% methacrylic acid was dissolved in 95 



(mol . 



The solution was filtered, saturated with N2, sealed, irradiated 
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water, 
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kGy Co y-irradiation at room temperature, and the resulting particles of 
diameter about 0*9 pirn were washed and stored in water at 4 P . 
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Vynalez se t£ka pouzitl mikrocastie na 
b£zi hydrofilnlch polymera v imimologii, 
zejmena pro stanoveni fagocytarm aktivity. 

Fagocytoza je jako jeden z imunologic- 
kych amplifikacmch systemu vyznamnfm 
prostredkem obrany organismu. Klinicke 
testovam urovne fagoeytozy se stava d&le- 
zitym kritSriem pro posouzem stavu imu- 
nity pacienta. Existuje dlouM rada chorob, 
jez jsou doprovazeny nebo i primo zaprici- 
neny defekty fagocytarni schopnosti makro- 
f &gft a mikroMgu. Jde jednak o defekty pri- 
marm, tj. primo ve funkceschopnosti tech- 
ta bunek, zpravidla jejich cytoplazmatick^eh 
membran, a jednak defekty sekund&rni spo- 
Civajici v dysfunkci opsonizacmch ci che- 
motaktick^ch faktoru jako napriklad pri 
agammaglobulinemii, defektech komplemen- 
toveho systemu, septick^ch stavech, nado- 
rovych onemocnenich atd. 

V soucasn§ dobe se pro stanoveni fago- 
cytarm aktivity pouziva rada metod zaloze- 
nych na fagocytoze nejruznejsiho materia- 
lu: U kazde z dosavadmch teehnik Ize bo- 
huzel najit nedostatky, ktere ztgzuji sprav- 
nou interpretaci vysledkft a znejasnuji ten- 
to vjznamnf test klinicke imunologie. 

V kllnickg praxi se nejvice pouziva me- 
toda fagoeyttizy mikrokrystalft uhlicitanu 
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kademnateho ( CdC03 J , - kvasinek Candida 
albicans nebo Saccliaromyces Gerevisiae. 
Pf i pouzitl mikrokrystalti CdC03 jsou z&- 
kladnim nedostatkem obtize s pnpravou 
standardnl suspenze kadmiovych mikrokrys- 
talu, nebof pfi pripadnem uvolriovam vol- 
neho kadmia dochazl k prudke inhibici fa- 
gocytozy. Dalsim nedostatkem tohoto po- 
stupu je zavislost na autologmm seru. V 
prfibehu testu navic dochazi k ureitemu po- 
skozeni bunek, takze interpretace vysledku 
je znacne nespolehliva. Nev^hody obou zby- 
Ifch technik jsou spolecnS: obtlznd pfipra- 
va fagocytovanych castic, nutnost jejich 
stale kultivace, urcita nestandardnost me- 
tody v rftznem prostf edi a tez zavislost na 
opsonizaci. 

Jmenovane nevyhody dosud bezne pouzi- 
van^ch postuptt odstraiiuje metoda podle 
vynalezu. 

Pfedmet vyna'ezu spoeiva v pouzitl mik- 
rosferickych castic na bazi hydrofilnlch po- 
lymerfi o velikosti 0.05 az '3,0 t um jako imu- 
noreagens pro stanoveni vlastnosti a funk- 
ci plasmaticke membrany - bunek zucastnu- 
jicich se imunitnich procesu a pro separaci 
bunek. 

Mikrosfericke castice z hydrofilmch poly- 
mery o velikosti 0,05 az 3,0 ^m vhodne pro 
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pouziti v imimologii se pfipravuji radiacni 
polymerizaci, ucinkem y z&feni z kobalto- 
veho zdroje, smesi slozene z 90 az 99 % 
hmot. vody nebo jeji smesi s 0,01 az 20 % 
ob]. alkoholu o poctu C atomu 1 az 4, 1 az 
10 % hmot. monomemi smesi, slozene z 25 
az 99,5 % hmot. hydrofilmch monomerfi, 
0,01 az 40 % hmot ionogennieh koraono- 
rneril a 0,1 az 35 % hmot. sifovadla a 0,01 
az 2 % hmot. polymermho aditiva o mole- 
kulove hmotnosti 10 000 az 200 000 g/mol. 

Jako hydrofilmch monomerft lze pouzit 
glykolmonomethakrylat, glykolmonoakryl£t, 
kde glykol znamena nejen prosty ethylen- 
glykol, n^brz i propylenglykol, butylengly- 
kol, jakoz i diethylenglykol, triethylengly- 
kbl a dalsi homologick§ polyglykoly; glyce- 
rinmonomethakryl&t, N-monosubstituovan^ 
methakrylamid, N-monosubstituovan? akryl- 
amid, N,N-disubstituovanJ/' akrylamid, kde 
substituent m&ze bft alkyl s 1 az 5 atomy 
uhliku, nebo hydroxyalkyl s 1 az 6 atomy 
uhliku, obsahujici 1 az 2 OH skupiny; 4-vi- 
nylpyridin, 2~vinylpyridin, 5-vinyl-2-methyl- 
pyridin; akrylamid, methakrylamid. 

lonogenni komonomery jsou kyselina me- 
thakrylov£, kyselina akrylova, kyselina ita- 
konova, maleinanhydrid, diethylaminoe- 
thylmethakrylat,. dimethylaminQethylmetha- 
kryl&t, p-diethylaminostyren; methakryloyl- 
oxyethyltrimethylamonivimchlorid. 

Jako sifovadla je v^hodne pouzit glykol- 
dimethakryl&t, kde glykol m& vfse uvede- 
nf vfznara; glykoldiakryl&t, methylen-bis- 
-akrylamid, ethylen-bis-akrylamid, trime- 
thylolpropantriakryl&t, triakryloylhexahyd- 
rotriazin. 

Aditivum ]e s vyhodou poly[N-(2-hydro- 
xypropyl) methakrylamid], d&le je mo^no 
pouzit N-monosubstituovan^ methakryla- 
mid, poly N-monosubstituovan^ akrylamid, 
poly N,N-disubstituovany- akrylamid, kde 
substituent muze b^t alkyl s 1 aH atomy 
uhliku, nebo hydroxyalkyl s 1 az 5 atomy 
uhliku obsahujici 1 a2 2 OH skupiny, poly- 
vinylalkohol, polyakrylamid, polyethylen- 
glykoly, polypropylenglykoly. Molekulova 
hmotnost aditiv ]e v^hodne v rozmezi 10 000 
az 200 000 g/mol. 

Pfi polymeraci se postupuje tak, ze smes 
monomerQ fpolymerizacni smes) se naplni 
do polymerizacni nadoby, napf iklad sklene- 
ne ampule, probubla dusikem asi 15 az 
20 minut, a zatavi (nebo jinak utesnl). Za 
teploty 0 az 40 °C se ampule umisti do cen- 
tra kobaltoveho zdroje a ozafi tak, aby dav- 
ka byla 2 az 30 k Gy. Po ozaren! se ampule 
otevfe, obsah 10X dekantuje nadbytkem 
destilovane vody (dekantaci lze pro vest i 
ve dvou stupnich, nejprve smgsi ethanolu 
a destilovane vody, pote destilovanou vo- 
dou] a uschova pfi 4°C. 

Vyhodou tohoto zpftsobu polymerace je 
moznost pfipravy Sistych rnikrosferick^ch 
castic. To ]e dusledkem toho, ze proces pro- 
bih£ v nepfitomnosti inici&toru ci emulgd- 
torfl. 



Principem nove navrhovane metody je fa- 
gocytoza synteticky vyrab§n^ch cystic. Ta- 
to metoda odstranuje v^se jmenovane ne- 
v^hody dosud bezne pouzivanych postupu. 
Pfiprava c&stic je standardni, vznikl& sus- 
penze je naprosto homogenm a staid (ne- 
kolik let). Protoze jde o synteticky- mate- 
rial, metoda neni z&visla na opsoninech. 

C&stice jsou sfericke, homogenni velikosti, 
lze je pfipravovat v r&znych velikostech na 
zakladg pouhe zmeny koncentrace v^cho- 
zieh reagens. V zakladnim provedeni maji 
mirn^ negativnl n&boj, coz vzhledem k ne- 
gativnimu n&boji bunek zajisfuje jejich niz- 
kou nespecifickou adherenci k povrchu bu- 
nek. Castice jsou snadno barvitelne b8zn^- 
mi barvicimi technikami opticke i elektrp- 
nove mikroskopie. Castice je mozno znacit 
fluorescentne a po tomto oznaceni pouzit 
k detekci bunek pomoci fluorescencmch 
technik. Fluorescentni znacem je mozno pro- 
vest bgzne pouzivanymi postupy, napfiklad 
pouzitlm fluoresceinisothiokyanatu nebo 
dansylallylaminu (v mnozstvi 0,01 az 5 % 
hmot. ) . 

Castice obsahuji volrie funkcm skupiny 
a je mozno je dodatecne modifikovat pro 
specifickou vazbu ke zvolen^m determinan- 
t&m bunecn^ch povrchfl.. 

Z&sobnf suspenzi castic lze skladovat pfi 
teplotg 4 °C a lze ji uchovavat v neporu- 
senem, tj. neaglutinovanem a nekontamino- 
vanem stavu i bez sterilniho zachaze.m ci 
pouziti antibiotik ci konzervacmch lfitek 
minimalne 2 roky. 

Trvanlivost suspenze byla ovefovana na 
Imunologick§m oddelem MBO CSAV od pro- 
since 1978 do listopadu 1981. 

Pfi testu fagocytbzy podle vyndlezu se po- 
stupuje tak, ze se 0,1 ml cerstve periferni 
krve odebrane do heparinu (5 j/ml) smi- 
cM s 0,05 ml e&stic die pf fkladu 1 (naf e- 
den^ch na pomer 4 az 5 X 10 B /ml v pufro- 
van§m fyziologickem roztoku). SmSs se po- 
necha inkubovat 60 minut pfi 37 °C za stfi- 
leho tfep^nl. Po inkubaci se provedou nfi- 
t&ry na odmastena podlozm skla a po obar- 
veni metodou May-Grunwald-Giemsy se hod- 
notl. Jako pozitivni se hodnotl buiika s 3 
a vice fagocytovan^mi cdsticemi. Poclta se 
procento fagocytujicich bunek celkovg, % 
fagocytujicich bun^k urciteho typu (FA) a 
fagocytarnf index fagocytft (FIFj. 

Vyhody noveho testu fagocytozy podle 
vyndlezu jsou v torn, ze metoda je rychla, 
pficemz lze soucasne rutinng hodnotit krev- 
m obraz. Metoda nenf pfistrojove narocna 
a lze ji provest v ramci b^zneho vybaveni 
laboratofe. K jednomu testu je potf eba pou- 
ze 0,1 ml periferni krve, coz zabratluje zby- 
tecnS vysok^m odberfim krve, vedoucim 
casto k dalsimu stresu darce, coz je dftlezi- 
te zviastg u deti. Castice se barvi pfi po- 
uziti barvici metody die May-Grunwald-Gi- 
emsy do vyrazne modra az modrocervena, 
coz umoznuje snadne odliseni od jddra a 
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cytoplazmy bunek. Metodu lze dale celo- 
statne standardizovat, tento krok dosud po- 
u^ivane techniky neumoziiovaly. Metoda by- 
la testovana jednak na imunologickem od- 
deleni MBU na zdravych dobrovolnych dar- 
rich a jednak na Klinice infekcnich chorob 
nemocnice Na Bulovce na zdravych darcich 
ve star! 5 az 6 let a na darcich (3 az 6 let) 
s otitis media chronica. V^sledky ukazuji 
na rozdil schopnosti fagocytozy bunek bi- 
le fady krve nejen u mlad^ch a dospetych 
darcu, ale i mezi zdrav^mi a nemocnymi je- 
dinci. Podle dosavadmch vfsledkfi se tato 
metoda zd& bft standardnl, spolehliva, lev- 
na a rychla. Je tedy mozno ]i doporucit pro 
rutinni klinickou praxi. 

V dalsirn je pomoci prikladft znaz;ornena 
prlprava mikrocastic a v tabulkach jsou u- 
vedeny v^sledky klinickych testfi. 

PHklad 1 

5 g smesi sestavajici ze 77,8 % hmot. 2- 
4iydroxyethylmethakryl£tu, 0,1 % hmot. e- 
thylendimethakryMtu, 2 % hmot. methylen- 
-bis-akrylamidu, 0,1 % hmot. poly[N-(2- 
-hydroxypropyljmethakrylamidu] o stfedm 
molekulove hmotnosti 70 000 g/mol a 20 °/o 
hmot. kyseliny methakrylove bylo rozpuste- 
no v 95 ml vody. Po pfeflltrovam byl roz- 
tok predlozen do sklenene ampule, 15 mi- 
nut probublavan cistenjan dusikem. Pote 
byla ampule zatavena. Sm&s byla za labo- 
ratorni teploty ozarena z kobaltoveho zdro- 
je celkovou davkou 10 k Gy. Po ozaf em by- 
la ampule otevfena, obsah vylit do Erlen- 
meyerovy bafiky a opakovane dekantovan. 
Byly ziskany mikrosf§ricke castice o prft- 
meru cca 0,9 fim. 

Priklad 2 

3 g smesi sestavajici z 50 % hmot. 2- 



-hydroxyethylmethakrylatu, 8,5 % hmot. e- 
thylendirnethakrylatu, 40 % hmot. akryl- 
amidu a 1,5 % hmot. poly [N-(2-hydroxy pro- 
pyl Jmethakrylamidu] o stredni molekulove 
hmotnosti 30 000 g/mol bylo rozpusteno v 
97 ml vody. Dale bylo postupovano jako v 
prikladu 1. 

Pf Iklad 3 

5 g smesi sestavajici z 77,9 % hmot. 2- 
-hydroxyethylmethakrylatu, 0,1 % hmot. e- 
thylendimethakrylatu, 2 % hmot. methylen- 
-bis-akrylamidu a 20 °/o hmot. kyseliny me- 
thakrylove bylo rozpusteno v 95 ml vody. 
Dale bylo postupovano jako v prikladu 1. 
Byly ziskany castice o priimeru cca 1 ^m. 

PHklad 4 

4 g smesi sestavajici z 76,7 % hmot. 2- 
-hydroxyethylmethakrylatu, 10 % hmot. 2- 
-(hydroxyethoxy)ethylmethakrylatu, 10 % 
hmot. diethylaminoethylmethakrylatu, 0,3 % • 
hmot. ethylendimethakrylatu, 3 °/o hmot. 
(ethoxyethyljdimethakrylatu bylo rozpuste- 
no v 98 ml vody. Dale bylo postupovano ob- 
dobne jako v prikladu 1. 

P f 1 k 1 a d 5 

6 g smesi sestavajici z 60 % hmot. 2-hyd- 
roxyethylmethakrylatu, 15 % hmot. N-(2- 
-hydropropyl)methakrylamidu, 0,5 % hmot. 
ethylendimethakrylatu; 3,5 % hmot. methy- 
len-bis-akrylamidu, 20 % hmot. 4-vinylpyri- 
dinu a 1 % hmot. polyethylenglykolu bylo 
rozpusteno v 97 ml rozpoustedla sestavaji- 
eiho z 90 % vody a 10 % methanolu. Dale 
bylo postupovano obdobne jako v prikladu 
1 s tim rozdilem, ze celkov& davka ozare- 
m byla 7 k Gy. 



Tabulka I 



VHv velikosti castic na stupen fagocytozy: 

velikost castic 



% fagocytujicich 
monocytu 



% fagocytujicich 
granulocyte 



A 
B 
C 
D 
E 
F 



0,35 

0,45 

0,8 

0,9 

1 

1 



63,7 
57,9 
55,2 
66,7 
60,2 
60,0 



58,4 
66,7 
68,7 
65,8 
69,2 
64,7 



Poznamka: castice A a B 

jsou prills male pro tento test, horsi roz- 
liseni poctu pohlcenych castic/1 bunku, te- 



dy mene vhodne pro fagocytozni test. A a 
B jsou urcene specialne pro elektronovou 
mikroskopii. 
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T a b u 1 k a II 

Porovnani nSktertfch metod rutinne po- 
uzfvan^ch ke stanovem fagocytarm aktivi- 
ty. 

% fagocytujicieh 
leukocyte 

Saccharornyces cerevisiae 44 az 62 
CdCOs 13 az 15 

T-7* 33 az 41 

T-7 deti 17 az 20 

T-7 pacienti** (d§ti) 7 az 8 



PoznSmka: 

Hodnoty pro Saccharornyces a CdCOsjsou 
pro dospele daree. 

*castice podle pfikladu 3; 
** otitis media chronica 



Tabulka III 

Prtaierne hodnoty fagocytami aktivity bunek perlfernl krve u rftznfch ddrcft. 



PoEet pokusft 



D&rce* 



% fagocytujicich 
monocyte 



13 



12 



12 



R. P. 57,6 

JJHL 44,2 

X dospgl! 46,0 

A. L. 38,3 

P. H. 35,8 
Xdgti (5 az 6 let] 38,8 

J. L. 25,4 

P.P. 17,3 

X pacienti (3 a2 6) 20,1 



% fagocytuji- 
cich granulo- 
cyte 



62,1 
59,9 
60,0 
28,0 
39,2 
32,6 
11,1 
17,7 
13,5 



zdravl 
dosp§lf 

zdrave 
dSti 

nemocne 
deti 



* bylo sledovano 13 (12) darcu ve skupin§; dva z nich jsou uvedeni jako pfiklad 



Na pfilozenem obr. 1 je znazornen pozi- 
tivni makrofag (bunka vlevo) a dva nega- 
tivni lymfocyty z peritone&lmho vyplaehu 
mysi. Barveni krystaiovou violeti. Inkubace 
60 minut, 37 °C, g&stice pripravene die pfi- 
kladu 3. 

Na obr. 2 jsou znSzomSny jednotlive fa- 



ze fagocytozy mikrosfericke c&stice mysirn 
peritone&lnim makroMgem. 

P — c&stice pripravene die pfikladu 3 
V — vakuola 
Inkubace 60 minut, 37 °C 
Elektromikroskopicky snimek 



PREDMfiT vynAlezu 



PouSiti mikrosferick^ch c&stic na bazi 
hydrofilnich polymery o velikosti 0,05 az 
3,0 jurn jako imunoreagens pro stanoveni 



vlastnosti a funkci plasmaticke membrany 
bunek zucastnujicich se imunitmch procesu 
a pro separaci bungk. 



1 list v^kresft 
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Obr. 2 



